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 《 S u m m a r y》  
I t  i s  k n o w n  t h a t  t h e  p r o t e i n - u n b o u n d  f r a c t i o n  ( f p )  o f  w a r f a r i n  f l u c t u a t e s  i n  t h e  
p l a s m a  o f  c a n c e r  p a t i e n t s ,  a n d  t h e  f l u c t u a t i o n  o f  f p  i s  c o r r e l a t e d  w i t h  a l b u m i n  
c o n c e n t r a t i o n .  H o w e v e r ,  t h e  m e c h a n i s m  r e m a i n s  u n c l e a r .  T h e  p r e s e n t  s t u d y  w a s  
p e r f o r m e d  w i t h  t h e  o b j e c t i v e  o f  e l u c i d a t i n g  v a r i a t i o n s  i n  t h e  p r o t e i n - b i n d i n g  r a t e  o f  
s p e c i f i c  d r u g s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c a n c e r ,  a s  w e l l  a s  t h e  m e c h a n i s m s  i n v o l v e d .  
E x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  u s i n g  F i s h e r  3 4 4  m o d e l  r a t s ,  w h i c h  w e  h a v e  u s e d  i n  
p r e v i o u s  s t u d i e s . A s i n g l e  i . v.  i n j e c t i o n  o f  C E Z  2 0  m g / k g  o r  I B  1 0  m g / k g  w a s  
a d m i n i s t e r e d  t o  b o t h  t h e  t u m o r - b e a r i n g  a n d  c o n t r o l  g r o u p s .  We  c o m p a r e d  t h o s e  
p h a r m a c o k i n e t i c s .  P u r i f i e d  a l b u m i n  w a s  c h e c k e d  f o r  p u r i t y  w i t h  S D S - PA G E  a n d  w a s  
u s e d  i n  e x p e r i m e n t s  o n  p r o t e i n  b i n d i n g  o f  C E Z  a n d  I B .  T h e  f p  o f  C E Z  i n  p l a s m a  
f r o m  t h e  t u m o r - b e a r i n g  g r o u p  i n c r e a s e d  a p p r o x i m a t e l y  2 . 9 - f o l d ,  a n d  t h e  f p  o f  I B  
a l s o  i n c r e a s e d  a b o u t  2 . 7 - f o l d .  F o r  t h a t  r e a s o n ,  w e  p u r i f i e d  a l b u m i n  f r o m  p l a s m a  a n d  
e x a m i n e d  i t s  s p e c t r o s c o p i c  s i g n a t u r e .  We  s h o w e d  t h a t  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  ( i . e . ,  
d e c r e a s e s  i n  t h e  h y d r o p h o b i c  r e g i o n ,  i n c r e a s e s  i n  e n d o g e n o u s  t r y p t o p h a n  
f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y,  a n d  d e c r e a s e  i n  α - h e l i c a l  c o n t e n t )  h a d  o c c u r r e d  i n  a l b u m i n  
i n  t h e  t u m o r - b e a r i n g  g r o u p .  I n  t h i s  s t u d y,  w e  c o n f i r m e d  t h a t ,  i n  a  s t a t e  o f  c a n c e r  
m o r b i d i t y,  f p  w a s  e l e v a t e d  f o r  s i t e  I  h i g h - a f f i n i t y  C E Z  a n d  s i t e  I I  h i g h - a f f i n i t y  I B .  
M o r e o v e r ,  o u r  f i n d i n g s  i n d i c a t e d  t h a t  a s  a  c a u s e  o f  t h o s e  e l e v a t i o n s ,  a  d e c r e a s e  i n  
t h e  a l b u m i n  c o n c e n t r a t i o n  a n d  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  d u e  t o  a n  o x i d a t i o n  a r e  
i n v o l v e d .  
 
≪目 的 ≫ 生体 内 に おけ る 薬 理効 果 の 強弱 は 、 標的 組 織 への 遊 離 形薬 物 の 移行 量
に大 き く 依存 す る 。最 近 では PK -PD 理論 に お いて も 遊 離型 薬 物 濃度 で 評 価す る
重要 性 が 示 さ れ て いる 。 血 漿中 で 酸 性薬 物 が 主に 結 合 する 蛋 白 質と し て アル ブ
ミン が 知 られ て い る 。ア ルブ ミ ン の薬 物と の 結 合サ イ ト は Su dlow ら に より サイ
トⅠ 、 Ⅱ があ る こ とが 見 出 され て い る。 ま た アル ブ ミ ンは 薬 物 や内 因 性 化合 物
の結 合 と 輸送 、 浸 透圧 の 制 御、 各 種 活性 酸 素 やラ ジ カ ルに 対 す る抗 酸 化 作用 な
ど様 々 な 機能 を 担 って い る 。 一 方 で 、が ん は 死因 の 1 位を 占 め 、か つ 薬 物治 療
の重 要 性 が増 し て いる に も かか わ ら ず、 が ん 病態 時 に おけ る 薬 物の 蛋 白 非結 合
形 分 率 ( f p )の 変 動 要 因 に は 不 明 な 点 が 多 い 。 本 研 究 で は 、 骨 肉 腫 腫 瘍 移 植 ラ ッ
ト を 用 い て が ん 病 態 下 に お け る セ フ ァ ゾ リ ン ( C E Z )と イ ブ プ ロ フ ェ ン ( I B )の f p
の変 動 の 検討 、 及 びそ の 変 動メ カ ニ ズム の 解 明を 本 研 究の 目 的 とし た 。  
≪方 法 ≫ 1 .腫 瘍 モ デル の 作 製： 7 週 齢 の F ish er 34 4 雄 性 ラッ ト の 大腿 筋 内 に骨
肉腫 瘍 (CS LM 細胞 )を移 植 した 11～ 12 週齢 の ラ ット を 腫 瘍群 と し た。2 .C EZ 蛋白
結合 ： 腫 瘍群 と コ ント ロ ー ル群 ラ ッ トに CEZ  20 ㎎ /kg を単 回 静 注し 、 体 内動 態
を比 較 し た。 CE Z の蛋 白 結 合率 の 変 動を 腫 瘍 群と コ ン トロ ー ル 群で 比 較 した 。
血 漿 蛋 白 結 合 に 影 響 す る 内 因 性 物 質 を 腫 瘍 群 と コ ン ト ロ ー ル 群 で 比 較 し た 。
3.IB 蛋 白結 合 ： 腫 瘍群 と コ ント ロ ー ル群 ラ ッ トに IB 1 0 ㎎ / kg を 単 回 静注 し、
体内 動 態 を比 較 し た。 4.血 漿か ら の アル ブ ミ ンの 精 製 ： 28 0  nm の吸 光 度 をモ ニ
ター し な がら Hit ra p  Bl ue  HP  co lu mn を用 い て 精製 し た 。精 製 し たア ル ブ ミン
は S DS- PA GE を 用い て純 度 が 80％程 度 であ る こ とを 確 認 した 。 5.アル ブ ミ ンの
分光 学 的 解析 ： 疎 水性 領 域 のマ ー カ ーで あ る bi s- ANS とア ル ブ ミン の 複 合体 の
蛍光 強 度 をモ ニ タ ーし た 。 また 、 サ イト Ⅰ 付 近に 位 置 する 内 因 性の ト リ プト フ
ァン の 蛍 光強 度 を 比較 検 討 した 。さ ら に、CD-ス ペ クト ル を測 定 し 、α へ リ ッ ク
ス含 量 を 見積 も っ た。 6.サ イト カ イ ンの 影 響 ：島 田 ら が測 定 し た 骨 肉 腫 腫瘍 移
植ラ ッ ト の血 漿 中 サイ ト カ イン 濃 度 を 用 い て 比較 し た 。 サ イ ト カイ ン の 間接 的
な作 用 を みる 目 的 で HSA 中に IL -1β、IL-6 を 作用 さ せ た 時の CEZ のパ ラ メ ータ
ーを 検 討 した 。  
7.酸 化 ス トレ ス マ ーカ ー の 測定 ： ジ ヒド ロ ロ ーダ ミ ン 1 23 から ロ ー ダミ ン 123
への 酸 化 速度 に 対 しコ ン ト ロー ル 及 び腫 瘍 群 の血 漿 が 阻害 す る 程度 を 抗 酸化 能
とし て 比 較し た 。ま た、酸 化 スト レ ス マ ーカ ー で ある Adv an ced  O xid ant  P ro tei n 
Prod uc ts( AOP P)  、  カ ル ボニ ル 含 量 を 腫瘍 群 、 コン ト ロ ール 群 の 血漿 ま た は精
製ア ル ブ ミン に つ いて 測 定 した 。 さ らに 、 ク ロラ ミ ン T  10 m M でア ル ブ ミ ンを
処理 し 、酸 化 ア ルブ ミン と し たも の の 分光 学 的 特徴 及 び 薬物 結 合 能を 検 証 した 。 
≪結 果・考 察 ≫ C EZ と IB を用 い て、蛋 白結 合 実 験や 蛋 白 結合 率 の 変動 を 検 討し
た結 果 、腫 瘍 群 の血 漿 を 用 い た場 合 は コン ト ロ ール 群 に 比べ 、C EZ の f p は 約 2. 3
倍に 、IB は 約 2.7 倍に 上 昇 して い た。その 要 因 とし て ま ず様 々 な 内因 性 物 質濃
度を 比 較 した と こ ろ 、腫瘍 群 の アル ブ ミン 濃 度 はコ ン ト ロー ル 群 と 比 較 し 、3.9  
g/d L か ら 3. 5 g /d L に 減 少 して い た 。 ビリ ル ビ ンや 遊 離 脂肪 酸 、 グル コ ー ス、
尿酸 値 な どに は 有 意な 変 化 は見 ら れ なか っ た。ま た、 CE Z の fp の上 昇 を ア ルブ
ミン の 低 下で 説 明 する に は 、腫 瘍 群で 約 1 .2  g /d L ま で 低 下し て い る必 要 が あり 、
fp の 上 昇に は ア ル ブミ ン の 構造 変 化 が関 与 し てい る 可 能性 が 示 唆さ れ た 。アル
ブミ ン の 薬物 結 合 サイ ト は 疎水 性 で ある た め 、疎 水 領 域の 変 動 は薬 物 結 合能 に
影響 を 与 える 可 能 性が あ る 。 コ ン ト ロー ル 群 、腫 瘍 群 の血 漿 を 用い て 疎 水性 領
域の 変 動 を検 討 し たと こ ろ 、腫 瘍 群 で bi s-A NS の 結 合 が有 意 に 低下 し 、 疎水 性
領域 が 減 少し て い るこ と が 示唆 さ れ た 。 そ こ でそ の 変 化が ア ル ブミ ン の 構造 変
化に よ る もの か 調 べる た め に、 血 漿 から ア ル ブミ ン を 精製 し 、 分光 学 的 特徴 を
検証 し た とこ ろ 、 内因 性 ト リプ ト フ ァン 蛍 光 強度 の 上 昇、 α へ リッ ク ス 含量 の
減少 な ど の構 造 変 化が 起 こ って い る こと が 明 らか と な った 。 し かし 、 そ の構 造
変化 が 何 に由 来 す るも の な のか は 不 明で あ る 。 そ こ で 、腫 瘍 群 で増 加 し てい る
サイ ト カ イン の 添 加に よ って CEZ の 結合 能 が 変化 す る か を 検 討 した が 、 変動 は
見ら れ な かっ た 。 一般 的 に がん 病 態 下で は 活 性酸 素 種 が増 加 し てお り 、 酸化 ス
トレ ス に 対す る 防 御機 構 の バラ ン ス が崩 れ て いる 状 態 にあ り 、 血漿 中 で はア ル
ブミ ン が 主な 攻 撃 対象 と な る。 ま ず 、腫 瘍 群 の血 漿 が コン ト ロ ール 群 の 血漿 と
比べ 、 ジ ヒド ロ ロ ーダ ミ ン がロ ー ダ ミン に 酸 化さ れ る 速度 を 検 討し た と ころ 、
腫瘍 群 の 血漿 の 酸 化速 度 が 有意 に 早 く、 抗 酸 化能 の 低 下が 示 唆 され た 。 次に 血
漿中 の 酸 化ス ト レ ス 濃 度 を 検証 し た とこ ろ 、 腫瘍 群 で 抗酸 化 能 が低 下 し 、 AO PP
レベ ル が 上昇 し て いた 。さら に 精 製ア ルブ ミ ン にお い て も AO PP レ ベ ル が腫 瘍群
で上 昇 し て い た 。 別の 酸 化 スト レ ス マー カ ー であ る カ ルボ ニ ル 含量 を 測 定し た
とこ ろ 、 腫瘍 群 で はコ ン ト ロー ル 群 に比 べ 有 意に 増 加 して い た 。よ っ て 、腫 瘍
群の ア ル ブミ ン は コン ト ロ ール 群 に 比べ よ り 酸化 さ れ た状 態 に ある こ と が明 ら
かと な っ た。 次 に 酸化 ス ト レス に よ る薬 物 結 合能 を 調 べる た め に、 ク ロ ラミ ン
T(CT )を用 い て 人工 的に 酸 化 アル ブ ミ ンモ デ ル を調 製 し、その 分 光 学的 特 徴 及び
薬物 結 合 能を 検 証 し、 腫 瘍 群の 血 漿 から 精 製 した ア ル ブミ ン と 比較 検 討 した 。
その 結 果 、酸 化 ア ルブ ミ ン にお い て 疎水 性 領 域及 び α へリ ッ ク ス含 量 が 減少 す
る傾 向 に あり 、 腫 瘍群 の ア ルブ ミ ン の 特 徴 と 類似 し て いた 。 さ ら に C EZ, IB の
fp の 上 昇も 確 認 さ れた 。  
≪結 論 ≫ 本研 究 で は骨 肉 腫 腫瘍 移 植 ラッ ト の 血漿 を 用 いて 、 サ イト Ⅰ 高 親和 性
であ る C E Z の f p の 上昇 を 確 認し た 。ま た 、サ イ ト Ⅱに 高 親 和性 の I B に つ い て
も同 様 な 現象 が 観 察さ れ た 。腫 瘍 群 の血 漿 か らア ル ブ ミン を 精 製し 、 精 製ア ル
ブミ ン に おい て も コン ト ロ ール 群 と 比較 し C E Z、 I B の f p が 上 昇 傾向 に あ るこ
とを 確 認 でき た 。ア ルブ ミ ン 濃度 が 等 しく 、内因 性 物 質が 全く な い 状態 で も f p
の上 昇 が 確認 で き、かつ 分 光 学的 特 徴 を合 わ せ ると 、腫瘍 群に お ける C E Z、 I B
の f p の上 昇 に 、ア ルブ ミ ン の構 造 的 な変 化 も 関与 し て いる こ と が示 唆 さ れた 。
C T で 調 製 し た 酸 化 ア ル ブ ミ ン と 腫 瘍 か ら 精 製 し た ア ル ブ ミ ン に つ い て 、 ど ち
らも 疎 水 性領 域 及 びα へ リ ック ス 含 量の 低 下や C E Z、 I B の f p 上 昇 が確 認 でき 、
構 造 面 の 特 徴 が 類 似 し て い る こ と が 分 か っ た 。 よ っ て 、 が ん 病 態 下 に お け f p
上昇 機 構 とし て 、 アル ブ ミ ン濃 度 の 減少 及 び 酸化 ス ト レス に よ るア ル ブ ミン の
構造 変 化 が複 合 し て起 こ っ たも の と 推察 さ れ た。  
 

